单倍体相合造血干细胞移植（haplo-HSCT）对于需要接受异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）而又缺乏同胞相合供者的患者而言是一个很好的替代选择[@b1]--[@b3]。急性移植物抗宿主病（GVHD）是haplo-HSCT的重要并发症及死亡原因之一[@b4]。有效的GVHD预防对于提高haplo-HSCT临床疗效具有重要意义，然而预防方案过于强烈时又可能会延缓免疫重建而增加感染并发症的发生，因此理想的急性GVHD预防方案应达到免疫抑制与免疫重建之间的平衡，然而目前并没有适用于haplo-HSCT的急性GVHD标准预防方案。

作为近年来成功的haplo-HSCT方案之一，"北京方案"采用G-CSF动员的移植物以及含抗胸腺细胞球蛋白（ATG）预处理方案，同时给予环孢素A（CsA）加短程甲氨蝶呤（MTX）联合霉酚酸酯（MMF）作为急性GVHD预防方案，取得了良好效果，Ⅲ/Ⅳ度急性GVHD发生率约为10%[@b5]。MMF通过抑制嘌呤核苷酸代谢途径选择性抑制T细胞和B细胞的增殖和功能从而发挥免疫抑制作用，已广泛用于造血干细胞移植后急性GVHD的预防和治疗。但MMF增加了巨细胞病毒（CMV）感染的发生率[@b6]。"北京方案"也应用MMF预防急性GVHD，但MMF的最佳预防疗程却尚无答案。本研究探讨缩短MMF预防疗程对急性GVHD发生率和病毒感染并发症发生率的影响。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例纳入标准：本回顾性研究纳入符合以下条件的患者：①2016年9月至2017年3月在北京大学血液病研究所接受首次haplo-HSCT；②年龄≥14岁；③原发病为急性髓系白血病（AML）、急性淋巴细胞白血病（ALL）、骨髓增生异常综合征（MDS）；④移植前疾病状态为标危（急性白血病处于第1次或第2次完全缓解）；⑤不包括供者为母亲、旁系并采用后置环磷酰胺（PTCY）方案进行GVHD预防的病例。本研究经北京大学人民医院伦理委员会批准。

2．移植方案：移植方案见文献[@b7]。预处理方案为改良白消安（Bu）/环磷酰胺（Cy）+ATG方案：阿糖胞苷4 g/m^2^静脉滴注，−10、−9 d；白消安0.8 mg/kg静脉滴注每6 h 1次，−8 d\~−6 d；Cy 1.8 g·m^−2^·d^−1^静脉滴注，−5、−4 d；司莫司汀250 mg/m^2^口服，−3 d；ATG 2.5 mg·kg^−1^·d^−1^静脉滴注，−5 d\~−2 d。

3．GVHD预防方案及分组：采用CsA加短程MTX联合MMF预防GVHD。根据MMF疗程分为：①长疗程组：2016年10月前的所有患者从−9 d开始口服MMF 500 mg/d，+30 d减半，+45 d\~+60 d停药\[合并CMV血症、EB病毒（EBV）血症或迟发出血性膀胱炎（HC）者提前停药\]。②短疗程组：MMF 500 mg/d，−9 d开始，中性粒细胞植活后停用。

4．定义：中性粒细胞植活：ANC\>0.5×10^9^/L连续3 d。血小板植活：PLT\>20×10^9^/L连续7 d并脱离血小板输注。急性GVHD的诊断及分级采用西雅图标准[@b8]。难治性CMV血症：抗病毒治疗2周未转阴。

5．随访：采用门诊、电话等方式随访。随访截止日期为2017年5月24日，存活者中位随访时间为移植后181（56\~412）d。

6．统计学处理：分类变量采用*χ*^2^检验或Fisher精确检验，连续变量采用Student\'s *t*检验或Mann-Whitney检验。总生存（OS）时间：末次移植物回输至末次随访或死亡的日期。OS率的分析采用Kaplan-Meier曲线法，复发率和移植相关死亡率计算采用含竞争风险的累计发生率。多因素分析采用Cox风险比例回归模型，双侧*P*\<0.05为差异有统计学意义，采用SPSS11.5软件进行数据分析。累积发生率采用R软件计算。

主要研究终点为移植后100 d Ⅱ\~Ⅳ度急性GVHD发生率。次要研究终点为Ⅲ/Ⅳ度急性GVHD、CMV血症发生率、难治性CMV血症发生率、EBV血症发生率、HC发生率、6个月OS率。

结果 {#s2}
====

1．患者特征：本研究共纳入237例患者，其中短疗程组135例（57.0%），长疗程组102例（43.0%）。男140例（59.1%），女97例（40.9%）。中位年龄30（14\~60）岁。AML 107例（45.1%），ALL 104例（43.9%），MDS 26例（10.9%）。HLA配型1个位点不合6例（2.5%），2个位点不合27例（11.4%），3个位点不合204例（86.1%）。供者为父亲104例（43.9%），供者为同胞65例（27.4%），供者为子女68例（28.7%）。供受者血型相合148例（62.4%），主要不合42例（17.7%），次要不合35例（14.8%），双向不合12例（5.1%）。供者中男184例（77.6%）、女53例（22.4%），中位年龄38（13\~61）岁。中性粒细胞植活中位时间为13（9\~26）d，血小板植活中位时间为17（9\~170）d。CMV血症发生率为84%（199/237），中位发生时间为36（14\~72）d，难治性CMV占CMV血症患者的42.2%（84/199）。HC发生率为40.9%（97/237），其中Ⅲ/Ⅳ度HC发生率为6.3%（15/237）。急性GVHD中位发生时间为22.5（10\~89）d，Ⅰ\~Ⅳ度急性GVHD发生率为54.9%（130/237），Ⅱ\~Ⅳ度急性GVHD发生率为25.3%（60/237），Ⅲ/Ⅳ度急性GVHD发生率为7.6%（18/237）。EBV血症发生率为31.2%（74/237）。存活者中位随访期为181（56\~412）d，移植后6个月OS率为89.0%。

两组患者在性别、年龄、疾病类型、HLA不合位点、供受者关系、供受者血型、供者性别、供者年龄方面差异均无统计学意义（*P*\>0.05）。长疗程组MMF中位用药时间长于短疗程组\[27（7\~71）d对15（9\~24）d，*P*\<0.001\]。两组患者临床特征比较见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 不同霉酚酸酯预防疗程单倍体相合造血干细胞移植患者基线特征比较

  指标                             长疗程组（102例）   短疗程组（135例）   统计量             *P*值
  -------------------------------- ------------------- ------------------- ------------------ ---------
  性别\[例（%）\]                                                          0.217（χ^2^值）    0.690
   男                              78（76.5）          62（45.9）                             
   女                              24（23.5）          73（54.1）                             
  年龄\[岁，*M*（范围）\]          30（15～58）        30（14～60）        0.100（*t*值）     0.854
  原发病\[例（%）\]                                                        0.126（χ^2^值）    0.939
   AML                             46（45.1）          61（45.2）                             
   ALL                             44（43.1）          60（44.4）                             
   MDS                             12（11.8）          14（10.4）                             
  HLA不合位点\[例（%）\]                                                   2.133（χ^2^值）    0.344
   1                               3（2.9）            3（2.2）                               
   2                               15（14.7）          12（8.9）                              
   3                               84（82.4）          120（88.9）                            
  供受者关系\[例（%）\]                                                    3.141（χ^2^值）    0.208
   父供子女                        41（40.2）          63（46.7）                             
   同胞                            34（33.3）          31（23.0）                             
   子女供父母                      27（26.5）          41（30.3）                             
  供受者血型\[例（%）\]                                                    0.412（χ^2^值）    0.938
   相合                            64                  84                                     
   主要不合                        19                  23                                     
   次要不合                        14                  21                                     
   主要不合+次要不合               5                   7                                      
  供者年龄\[岁，*M*（范围）\]      39.5（13～60）      30.5（15～61）      1.047（*t*值）     0.443
  供者性别\[例（%）\]                                                      0.004（χ^2^值）    0.952
   男                              79（77.5）          105（77.8）                            
   女                              23（22.5）          30（22.2）                             
  霉酚酸酯疗程\[d，*M*（范围）\]   27（7～71）         15（9～24）         102.752（*t*值）   \<0.001
  随访时间\[d，*M*（范围）\]       197（7～412）       158.5（37～384）    32.130（*t*值）    \<0.001

注：AML：急性髓系白血病；ALL：急性淋巴细胞白血病；MDS：骨髓增生异常综合征

2．MMF短疗程组与长疗程组的移植结果比较：长疗程组与短疗程组患者中性粒细胞植活时间差异无统计学意义\[13（10\~26）d对13（9\~23）d，*t*=1.171，*P*=0.343\]。两组患者血小板植活时间差异也无统计学意义\[17（9\~170）d对17（9\~128）d，*t*=0.082，*P*=0.892\]，详见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 不同霉酚酸酯预防疗程单倍体相合造血干细胞移植患者主要移植结果比较

  指标                                   长疗程组（102例）   短疗程组（135例）   统计量            *P*值
  -------------------------------------- ------------------- ------------------- ----------------- -------
  中性粒细胞植活时间\[d，*M*（范围）\]   13（10～26）        13（9～23）         1.171（*t*值）    0.343
  血小板植活时间\[d，*M*（范围）\]       17（9～170）        17（9～128）        0.082（*t*值）    0.892
  急性GVHD\[例（%）\]                                                                              
   Ⅰ～Ⅳ度                                54（52.9）          76（56.3）          9.187（χ^2^值）   0.057
   Ⅱ～Ⅳ度                                18（17.6）          42（31.1）          5.571（χ^2^值）   0.018
   Ⅲ/Ⅳ度                                 8（7.4）            10（7.8）           0.016（χ^2^值）   0.900
  CMV血症\[例（%）\]                     88（82.2）          111（86.3）         0.709（χ^2^值）   0.476
  难治性CMV血症\[例（%）\]               47（39.3）          53（46.1）          1.108（χ^2^值）   0.353
  EBV血症\[例（%）\]                     31（31.9）          43（30.4）          0.058（χ^2^值）   0.888
  出血性膀胱炎\[例（%）\]                                                                          
   Ⅰ～Ⅳ度                                36（45.2）          61（35.3）          2.351（χ^2^值）   0.330
   Ⅲ/Ⅳ度                                 6（6.7）            9（5.9）            0.060（χ^2^值）   0.806

注：GVHD：移植物抗宿主病；CMV：巨细胞病毒；EBV：EB病毒

3．急性GVHD发生情况：长疗程组Ⅱ\~Ⅳ度急性GVHD发生率高于短疗程组\[（31.1±6.7）%对（17.6±6.8）%，*χ*^2^=5.571，*P*=0.018\]，Ⅲ/Ⅳ度急性GVHD发生率差异无统计学意义\[（7.4±4.2）%对（7.8±5.0）%，*χ*^2^=0.016，*P*=0.900\]（[表2](#t02){ref-type="table"}）。对影响Ⅱ\~Ⅳ度急性GVHD的影响因素进行多因素分析，未发现MMF预防疗程长短对Ⅱ\~Ⅳ度急性GVHD有显著影响（*χ*^2^=4.033，*P*=0.062）。

4．病毒感染：长疗程组、短疗程组移植后100 d CMV血症的发生率分别为（82.2±6.4）%、（86.3±6.6）%（*χ*^2^=0.709，*P*=0.476），难治性CMV血症发生率分别为（39.3±11.4）%、（46.1±13.0）%（*χ*^2^=1.108，*P*=0.353），EBV血症发生率分别为（31.9±18.0）%、（30.4±21.8）%（*χ*^2^=0.058，*P*=0.888），HC发生率分别为（45.2±6.4）%、（35.3±8.4）%（*χ*^2^=2.351，*P*=0.330），Ⅲ/Ⅳ度HC的发生率分别为（6.7±2.8）%、（5.9±3.2）%（*χ*^2^=0.060，*P*=0.806）。

5．生存情况：长疗程组、短疗程组移植后6个月OS率差异无统计学意义\[（93.0±2.6）%对（84.2±3.4）%，*χ*^2^=1.679，*P*=0.195\]（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![不同霉酚酸酯预防疗程单倍体相合造血干细胞移植患者移植后总生存曲线](cjh-39-04-286-g001){#figure1}

讨论 {#s3}
====

MMF作为一种免疫抑制剂最早应用于实体器官移植后预防移植排斥，其疗效已经被大量临床研究证实[@b9]。MMF随后也被成功用于造血干细胞移植后GVHD的预防和治疗[@b10]。在同胞相合移植模式下，MMF+CsA方案与MTX+CsA方案预防GVHD疗效相似，同时伴有植入较快和口腔黏膜炎发生率低的优点[@b11]。在非血缘移植模式下，MMF也广泛用于GVHD的预防[@b12]。目前haplo-HSCT没有统一的GVHD预防方案，"北京方案"及"PTCY模式"haplo-HSCT方案中GVHD的预防中均包含了MMF。但目前尚无探讨MMF疗程对于GVHD影响的研究结果。

本研究结果显示，MMF早期停药（短疗程）并未增加GVHD的发生率。尽管此结论尚需前瞻性研究证实，但也提示"北京方案"的免疫抑制可能比较强烈，在此基础上缩短MMF疗程不会对GVHD产生影响。但是同时必须注意到研究本身固有缺陷：如MMF使用剂量偏低、总体疗程偏短，此外也未对霉酚酸浓度进行监测。

强烈免疫抑制带来的不利影响是免疫重建延迟和感染发生率升高。"北京方案"模式下CMV感染发生率达80%以上[@b13]--[@b14]。本研究结果显示，MMF短疗程组CMV、EBV血症的发生率并未降低。体外研究显示MMF不仅可以抑制T细胞和B细胞的增殖与功能，还可以抑制NK细胞的功能，对病毒激活有促进作用[@b15]。以往研究结果显示，allo-HSCT后使用MMF组较不使用MMF组CMV感染发生率明显升高[@b16]。但另一项减低强度预处理HSCT的研究发现MMF的使用并未影响CMV感染发生[@b16]，推测可能与MMF的剂量和疗程有关。在Hambach等[@b6]的研究中，MMF的中位应用时间为111 d，而McSweeney等[@b16]和本组病例的MMF疗程均短于30 d，因此推测小剂量短疗程MMF可能对CMV感染发生率无显著影响，但仍需进一步研究证实。此外，Kerbauy等[@b17]的研究结果显示，在PTCY模式haplo-HSCT中，MMF预防疗程\<40 d时CMV感染发生率下降。而本组病例MMF疗程非常短（\<30 d），且剂量仅为500 mg/d，这可能也是本研究中MMF疗程未能对CMV感染发生率产生影响的原因之一。此外，"北京模式"和PTCY模式本身的差异也可能是得出不同结果的原因之一。

综上，本研究结果显示短疗程MMF预防并未增加北京方案haplo-HSCT患者急性GVHD发生率，对患者的OS亦无显著影响，提示可能是一种安全可行的方案。但本研究存在以下缺陷：①为回顾性分析，存在选择偏倚；②随访时间较短且未评估对慢性GVHD的影响；③对生存的影响还需进一步随访观察。未来可以通过前瞻随机对照研究对MMF的疗程进行进一步优化。
